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　 ト リ コ テ セ ン 系 マ イ コ トキ シ ン の 一
っ で あ る フ ザ レ ノ ソ

ーX が メ タ ノ ール 中ア ミ ソ と ジ ル コ ニ ル 塩 に

よ り青色 け い 光 を 発 す る こ とを 見 い だ し た ．種 々 の ア ミ ン や 金 属 塩 を 検討 し た 結果 ， こ の 反 応 の 試薬 に

は エ チ レ ン ジ ァ ミ ソ と硝 酸 ジ ル コ ニ ル が 適 当 で あ る こ と が 分 か り， こ の 反 応 を 利 用 し た フ ザ レ ノ ン
ーX

の け い 光 定 量 法 を確 立 し た ．本法 に よ れ ば ， フ ザ レ ノ ン
ーX （10〜250）ng ／0．4　m1 の 間 で け い 光 強 度 と

の 間 に 直 線 関 係 が 成 立 し た．又 ，
ニ バ レ ノ ール ， デ ヒ ド ロ キ シ ニ パ レ ノ ール に つ い て 本 法 を 適 用 し た と

こ ろ ， そ れ ぞれ （10〜230）ng ！0．4m1 ， （10〜200）ng ／0．4m1 の 範 囲 で 検 量 線 が 作 成 で き た． な お T −2
トキ シ ン ，HT −2 トキ シ ン ，ネ オ ソ ラ ニ オ ール ， ト リ コ テ シ ン は 本 法 で は け い 光 を 発 し な か っ た ，

1 緒 ．「．

　 マ イ コ トキ シ ン は 頁菌類 の 有毒代 謝 産 物 で あ り，強力

な 発 が ん 作用を示すもの が 多 く， 食品衛生 の 面 で極め て

強い 関 心 が持た れ て い る．この うち，トリ コ テ セ ン 系 マ

イ コ トキ シ ン は 穀 類 に 寄生 す る 赤 カ ビ （Fusarium 属菌）

に よ り産 生 され ， その 汚染穀物の 摂取 に よ る中毒事件 が

しば しば 世界各国で 起 きて い る．こ の マ イ コ トキ シ ン は

他 の マ イ コ トキ シ ン と 異な り，Fig・1 に 示 す よ うに 構造

上 微 量分析 に 適す る 官能基 に 乏 しい た め ，そ の 分析は 困

難 で あ る．現在 まで 薄層 ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー1）−T〕，ガ ス

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーe）

”ID
， 生物検定 12）

に よ る分析法 が

報告され て い る が ， 定量限界， 精度，特異性，操作 な ど

の 面 か らな お 検討 の 余地 が 残 され て い る．著者 らは ト リ

コ テ セ ン 系マ ・イ コ トキ シ ン の 検出，定 量法 を 開発す る た

め ，
フ ザ レ ノ ン

ーX に つ い て け い 光反 応 を 調べ た．そ の

結果，フ ザ レ ノ ン
ーX が メ タ ノ ール 中 ア ミ ン と ジ ル コ ニ

ル 塩 に よ り 青色 け い 光を 発 す る こ とを見い だ した．そ こ

で こ の 反 応の 試薬 に つ い て 検討 し ， こ の 反応を利用 した

フ ザ レ ノ ン ーX の 微量定量法 を確立 し た．更 に ニ バ レ ノ
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一ル ，デ ヒ ドロ キ シ ニ バ レ ノ ール に 応 用 した結果 も報告

す る ．

2　試料 ， 試薬及び 装置

2 ・1　試料 ・試薬

　フ ザ L・ ノ ン
ーX 標 準液 ； フ ザ レ ノ ン

ーX2 ．5mg を精 ひ

ょ う し ，
メ タ ノ ール で （10〜250）ng ／o．4ml に 調 製す る ．
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　 ニ パ レ ノ ール 標準液 ： ニパ レ ノ ール 2．3mg を 精 ひ ょ

う し，メ タ ノ ール で （10〜230）ng ／0 ．4ml に 調 製 す る．

　 デ ヒ ド ロ キ シ ニ バ レ ノ ール 標 準 液 ： デ ヒ ド 目 キ シ ニ バ

レ ノ ール 2．Omg を 精 ひ ょ う し ， メ タ ノ ー
ル で （10〜200）

ng ／O ．4ml に 調 製す る．

　 3．5％ （v ／v ） エ チ レ ン ジ ァ ミ ソ 溶 液 ： 蒸 留 精 製 し た エ

チ レ ン ジ ァ ミ ン 0．7m 且 を メ タ ノ ー
ル に 溶 か し て 20　ml

と す る．

　5・0％ （w ／v ） 硝 酸 ジ ル コ ニ ル 溶 液 ： 特 級 品 （2 水 塩 ）

500mg を メ タ ノ ール に 溶 か し て 101nl と す る，

　 メ タ ノ ール ： 特 級 メ タ ノ ール （関 東化学）

　 硫 酸 キ ニ ー
ネ 溶 液 ：o ．1N 硫 酸 で 硫 酸 キ ニ ーネ 50 　n ．q／

ml とす る．

　他 の 試 薬 ； ア ミ ン 類 は 市販 品 を 蒸 留又 は 再結晶 し て 精

製 し た も の を 用 い
， 金 属 塩 は 特級 品 を そ の ま ま 使 用 し た ，

Tab ］e　I　 Effect　 of 皿 e亡al　 salt 　 g．　pecies　 on 　 the

　 　 　 　 fluvrcttcence　　reactiOI コ

　 　 　 　 Ntetal　 salt 十

Alumlnum 　 c ］］loridc
Aluminum 　nitratc
Z ｛rcnnyl 　 nitrate

Zirco 皿 y且 chbrid ピ

Zirconyl　 acetate

Zir⊂onium 　 sulfate ††

ZitCOI］iUII且　cb 】oride

Ir匚tensitv　ra ［iO

Tπ・i日 uoroac にty ］acetone 　 zirconium ††F
「hOrium　@nitra 【

Berilliurn 　chl  rirl

1

2
††

6D

≒0

     2 ・2

装 　 置 分 光 け い光 光 度 計 ： 日 立 分 光 け い 光光度計MPF
． 2A 型 セル ： 容 量0 ． 5ml 円 筒 型 石

ミ ク ロ セ ル 試験 管 ： 容 量 1 ． 5m

､ せ ん試 験管 †S匪1Dr 　D ．19Mmeta 【Salt 　soluliulL 、Y ’2しs 　added．　 ††S
uratcdSututl り Tl ；　　†††Prccip

tatlo ［LTable 　 2 　Effect 　of 　aTniTlc　 speci

　 on 　 thc 　　　　fluoresccnce 　

ac しiUl Amine ナ
］ntcnsi

’ rntl

， 3 定量 操 作 　 共 せ
ん試 験 管に フザレノン ーX標準液 ｛（

〜250） ng／ 0． 4 　rn1 ， 定量条件の 検討の際は200 　 ng

0 ．4　ml を用 い た ｝ 0 ． 4ml を とり ，エチレ ン ジ ア

ン 溶 液 5pl を 加 え ， 続いて硝酸 ジ ル コ ニ ル溶 液 10p
  ﾁ
え
て よ く混 和する ． 40 ° Cで 35 分間 加温 後，

温に 10分間放 置し ， 励起 波長348nm ，けい 光 波長4
nm で けい 光 強度を測 定 す る ． 空 試 験は 標準 溶 液 の

わり にメタ ノ ール を 用い て 同 様 に 操 作す る ． なお ，

い 光強度測 定 の 標 準に

硫
酸キ ニーネ 溶 液を用

る． n − BUty1H

neDiethy 且am

cTricthylamin

Ethylencdiaminul
，2

Propanecliainitic

，3
− PropanediamineI，2

Cyclohcxanediamhic1 ，3

Cア
clo 畳］exanediamincjV ，　N，　 IV 厂，Arl − Te亡ramct

l 　 ethylcdia1

【 1incAni 且ln

e− Phenylen 巴 diamin

P−Phcnyncdiaminc

ridineE

出跚

o

匸zrnine
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4結果及び 考察 　4 ・ 1 　試 薬 の 検 討 　 4 。 1

1 金 属 塩 　 多 数
の金 属 塩に っ いて ， ア ミンの 存 在

フ ザ レ ノ ン ー X を用 い て け い 光 の 有 無 を 調 べ た 結 果，

ル
コ

ニ ル ，ジ ル コ ニウム， ア ル ミニウ ム ， 　ト リウ

，ベ リ リ ウ ム の 各 塩 を 用 い た 場 合 に け い 光 が 見 ら れ

ｽ ． 次 にアミ ンと し て エ チレ ン ジ ア ミ ン を 用い ， 等 モ ル

の こ れ ら 各 塩 を 加 え たとき のけ い光強度 比 （硝酸 ジ ル コ ニ

を用 い たとき を 100 とす る ） を 調 べ た結 果 を Tabl

l に示 す ，こ の 実 験 で 硝 酸 ジ ル コニ ル を用いたと き に

い 光 強 度 は 最 大と な っ た の で ，本反

の金属塩試薬とし て 硝酸ジ ルコニル を 用い る こ と に し た

　 4 。 1 ・ 2 　ア ミ ン 　 金 属 塩と 同様に アミ ン種 の け

光強 度 （エチレ ンジアミンを 用 い た ときを 100 と す る

へ の 影 響 を 調 べ た
結果 を Table 　 2 に示す ・ た

て い
の
アミンの存在でフ ザ レノ ンーX は 硝酸ジルコニルと反 応

し
て † 5p1 りf　O．26 　N 　an 皇i ロ巳 soh ■l

l1 “ ’ a ・ s 　 ttdticd ． 　† † P 「 ec1P

llol 且 けい 光 を 発 す る が ， 一 般に芳香 族ア ミ ン

比 べ 脂 肪 族 ア ミ ンを 用 い たほうが け い光 は 強 か っ

． 又 ，脂肪 族 モ ノ ア ミン で は け い 光を 発 す る が 白

沈 殿を生ず る の に 対 し ， 脂 肪 族 ジ アミ ン で は 沈 殿 は

ぜ ず け い 光 も 強 か っ た ． 本 反 応 の アミ ン

薬 とし ては，最も強い けい 光 を与 え る エチレ ン ジア ミン

用 い るこ と に し た ． 　 4 ・ 1 ・
3

　 溶 媒　 試 料 ， 試

に対 する溶 解 性 か ら ， 本 反 応 の溶媒 と し て メタノ ー

， L タ ノ ー ル が 使用でき る． し かし 溶 媒 に 混 入 する 水 分

けい光強 度 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べた とこ ろ， 0 ．1 ％ 程 度の

の 混 入 で は影 響 は な いが， 0 ， 3％ 以 上 で けい 光強

は 減少した・ 従 一） て ， 溶 媒と して

ﾍ エタノールに比べ含水率

小さい特級メタ ノ ー ル （ 標 示 0 ． 07 ％ ） を 用 い るこ と

し た ． 　 4 ・ 2 　 定 量条 件 の検 討 　4 ・ 2 ・ 1 　

チ レ ン ジ ア ミ ン 濃 度　エ チレンジアミン濃 度とけい光 強 度の 関

を調べ
た
結果 を Fig ． 2 に示 す． エ チ レ ンジアミ ン 濃 度が （
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Fig．　2　EHfect　of 　ethylclledi 乱 mine 　concentration

　 　 　 　 Fusm
’
cn （川

一X ：200 【lg 〆04ml ；　（CH2NH1 ）！ soln ．： 5F1 ；

　 　 　 　 ZIO （NO5 ）∠
・211uO　suln ：5．0％ 、10pl

；　 T ¢ mp ．； 40
°C ；

　 　 　 　 Ti工lle ： 351nh 匚

け い 光強度は 最大 か つ
一

定 と な っ た．従 っ て ， 用 い る エ

チ レ ン ジ ア ミ ン 溶液 の 濃度 は 3．5％ と した ．

　4・2・2　硝酸 ジ ル コ ニ ル 濃度　 硝酸 ジ ル コ ニ ル 濃度 と

け い 光強度の 関係を 調 べ た 結果を Fig．3 に 示 す．硝酸

ジ ル コ ＝ ル 濃度が （4．5〜6．0）％ （w ／v ）の 範囲で け い 光

強 度 は 最 大 か っ
一

定 とな っ た．従 っ て ，用 い る硝酸 ジ ル

コ ニ ル 溶液 の 濃度 は 5．0％ と した．
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Fig．斗　Effect　 of 　reaction 　temperature 　and 　timc

　 　 　 　 Fu，sarc ・。・・−X ： 21ro ・・9／0 ．4ml ；　 （CH2NHt ）z　 s・ln・： 3・5

　　　　％ ，5FI；　　　 ZrO （NO3 ）！
・2H

！
O 　soln ．： 5．0 ％卩【Opl ；

　 　 　 　 Ti 叩 ・ ： sr， ・・血 ；
− LI− 20 ° Ci − Q − 30°C ；

一
●
−

　 　 　 　 40°〔コ1　 −
△
− 50

°
G

が ， 経時変化が 大 き い ．し か し 40°C で は （30〜45）分

で け い 光強度 は 最 大 か つ
一

定 と な っ た の で ，
40℃ で 35

分間反応 させ る こ とを 条件 と した．

o

4 ・3　けい 光 の 安定性

反応 液の け い 光 は 室温 で 約 2 時間 安 定 で あ る，

　 4 ・4　検 量線

　4 ・2 で 検討 した 結果 に 基 づ い て 定 め た 定 量操作 （3 参

照 ） に 従 っ て フ ザ レ ノ ン
ーX

，
ニ バ レ ノ ール ， デ ヒ ドロ

キ シ ニ バ レ ノ ール に つ い て 検量線 を 作成 した と こ ろ ，

Table　3 に 示す範囲内で け い 光 強度 と の 間 に 直線関係 が

成 立 した ．叉 ， 各 々 2 点で 測定 を 10 回 繰 り返 し，そ の

精度 を 求め た と こ ろ 変 動 係数 は Table 　 3 の よ うな 結 果

と な ・，ナこ．

Tz ，ble　3Determination 　range 　and 　coeHicient 　 of

variation 　for　 trichothecene　 mycotoxms

　 　 　 　 　 　 　 　 〔、・ ・Lcuntr ” 1］on ，・・／V ％

Fig．　3　Effect 　 of 　zirconyl 　nitr 己tc　eonccntratiol ］

　 　 　 　 Fusaren ・ n −X ；20D　ng ／0．4m 且1　 （C：H2NI ｛ 2）2　s・ ln ！

　 　 　 　 3．5％．「」　pl ；　71Q （NO3 ）2
・2HzC ） so ［n ．： 10pl ；　

’
1
’
cmP ．．

　 　 　 　 40ec；　 Time ： Bsmin

　4・2・3　反 応 温 度 と 反 応時間　 試薬添加後 の 反 応温度

を （20〜50）
°G と し て ，各温度 に お け る 反 応時間 とけ い

光強度 の 関係 を 調 べ た 結 果 を Fig．4 に 示す． 20
°
c

，

30DG で は け い 光強度が 最大 に 達す る ま で 長時聞 を 要す

る．　 又 ，
50 ° C で は 短時闇で け い 光強度は 最大 に な る
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｛顕

1
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　4 ・5　他 の マ イ コ トキ シ ン 並 び に 関 連 物 質の 本法 に 対

する反 応

　Fig．［ に 示 す T −2 トキ シ ン ，　 HT −2 トキ シ ン ， ネ オ

ソ ラ ニ オ ール
， トリ コ テ シ ン に つ い て 本法 を 試験 した と
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

662 BUNSEKI 　 KAGAKU 、
Fu
■．25　（1976）

こ ろ け い 光 は 発 しな か っ た ．トリ コ テ セ ン 系以 外 の マ イ

コ トキ シ ン で は ペ ニ シ リ ン 酸 が 本法 に よ り青紫色 の け い

光 を 発 した が ，そ の 強 度 は 弱 か っ た．叉 ， フ ザ レ ノ ン
ーX

と構造関連仕 （β
一
r
一
不飽和

一
α
一
ケ トア ル コ ール 骨格 を 有

す る ） の あ る 化 合物 （例 ： ヒ ドロ キ シ ア セ トフ ェノ ン ）

に は本法 に よ りけ い 光を発す る もの もあ るが ，そ の 強 度

は 極 め て 弱 い ．　 こ れ らの 結果か ら本法 は フ ザ レ ノ ン ーX

を は じめ ，そ の 関連 マ ィ コ トキ シ ン に 対 して か な りの 反

応 選択性 の あ る こ とが 分 か っ た，

5 　総 括

　 こ れ まで 主 に ク ロ マ トグ ラ フ t 一を 用 い た ト リ コ テ セ

ン 系 マ イ コ トキ シ ン の 分析が行われ て きた が ， 本法 に よ

り液相 で の 定量 が 可 能 と な っ た．史 に 本法 は 操作 の 簡便

性 ， 定景限界 ， 反応選択性の 点か ら見 て ， 今後生体 ， 穀

物試料 などへ の 応用 が 期待 され る の で 現在 検討中 で あ

る．叉，反 応 機 構 に っ い て も検討中で あ る・

　 本 研 究 に 当 た り，研 究 費 の 一部 は 厚 生 省 が ん 特 別 研 究

助 成 金 に よ f’，た ．又 ，使 用 し た マ イ コ ト キ シ ン は 東 京 理

科 大 学 薬 学 部上 野 芳 夫 教 授 に よ り 分 与 さ れ た ．併せ て 深

謝 す る．

（
1976 年 1 月 ， 第 3 回 マ イ コ トキ シ ン 研 究 会，1976
年 4 月， 日 本 薬 学 会 第 96 年 会 に お い て 一部 発 表）

）1

）2

）3

）4

）5

）6

）7

）8

）9

文 献

P．M ．　scott
，
　J．　w ．　Lawrence

，
　 w ．van 　xvalbeek ：

Apψt．　Microbiol．，20，839　（1970）．
直 井 家 寿 太 ，斉 藤 和 夫 ， 風 間 栄 治 ， 小 川 仁 志 ， 木

村康夫 ： 東京衛研年報 ，
23

，
175 （1971）．

Y ．Ueno 、　N ．　Sato，　K ．　Ishii，　K ．　Sakai，　H ．　Tsunoda ，
M ．Enomo ［o ： Appl．超 670 翻 ．，25，699 （t973）．

中野 尚 子，国元 武 彦，粟 飯 原 景 昭 ； 食衛誌 ，
14，

56　（197S）．
直 井 家 寿 太 ， 風 間 栄治 ， 斉藤和 夫 ， 小 川 仁 志 ，志

村 公 子，木 村 康 夫 ： 東 京 衛 研 年 報 ，25，203（1974）．
F．N ．　 Kotsonis，　 R ．　 A ．　 Ellison ：Appl．　 Microbiol．，
30，33　（1975）．
Z ．Durackova ，　 V ．　 Betina，　 P．　 Ncmec ：」− C

’
hro−

matogr ．，116，　141　（1976 ）．
G ．0 ．Ikediobi，1．　 G ．　 Hsu ，　 J．　 R ．　 Bamburg ，
EM ．　Strong ：Anat．　Biochem．

｝
43，327 （1971）．

LStoffe ：Ctin．　 Toxicot，，5
，
465 （1972）．

10）　 Y ．Nakahara
，
　 T ．　 TatsunQ ： （rhem．　 Pharm ．　 BuU ．

　　　 （Tokyo ），
21

，
1267 （1973）．

11）　 田 Il1 邦幸 ， 天 野 立 爾 ， 川 田 公 平 ， 田 辺 弘 也 ： 食 衛

　　　言志，　15，　195　（1974）．
12）　 Y ． Ueno ，　 N ．　 Shimada ： Chem ．　 Pharm ．　 Butl．

　　　 （Tokyo ），22 ，
274斗　（1974）．

　　　　　　　 　　　　 ☆

　 Fluoro 皿 etric 　determination 　of 血 5arenon −X 　and

its　 related 　mycotosins ．　 Toshihiro　KATo
，
　Yoshihiro

AsABE，　 Masao 　SuzuKI　 and 　 Sh〔’ji　TAKITAN1 （Faculty
of 　 Pharmaceutical 　 Sciences，　 Science　University　of

Tokyo
，
12

，
　 Ichigaya−funagawara −machi

，
　 Shinjuku−ku ，

Tokyo ）
　 The 　 fluorescence　 reaction 　 of 　 fUsarenon−X 　 with

zirconyl 　 nitrate −ethylenediamine 　 reagent 　 was 　 studied

in　order 　to　establish 　a　simple 　and 　rapid 　micro −determin −
ing　 method 正br　 fUsarenon−X 　 and 　 itS　 related 　 tricho −

thecene 　mycotoxins ．　 The 　f（〕Ilowing　procedure 　 was

chosen 　 as 　a 　standard 　method 　 as　the　 result 　of 　discussing
various 　 conditbns 　 such 　 as 　 the 　 water 　 contamination

in　solvent ，　 the 　concentration 　of 　 zirconyl 　nitrate 　and

ethylenedi 乱 mine
，
　 thc 　 reaction 　 temperature 　 and 　 time ：

To 　 a　 O．4　ml 　 of 員1sarenon −X 　 standard 　 solution 　 in　 a

test　tube 　with 　ground 　stopper ，　5Fl 　of 　3．5％ （v ！v ）
−

ethylenediamine 　n ユe 山 anol 　 selution 　 and 　 IOpl　 of 　5．0％
（w ！v ） zirconyl 　 nitrate 　 methanol 　 solution 　 are 　 added

and 　the 　mixture 　is　heated　at 　40 ℃ fbr　35　minutes ．　 After
standing 　for　 l　O　minu 【cs　 at　 room 　temperature ，　 the

fluorescence　intensity　of 　the 　 mixture 　is　 measured （Zex ：

348nm ，λem ： 458　nm ）．　 The 　fluoresccnce　produc ［ was

stable 正br　two 　hours　at 　room 　tcmperature ．　 The 　calibra ．
tion　curvc 　 showcd 　a 　straight 　 Iine　 fbr　（10〜250）ng1

0．4ml 　 of 　 fusarenon−X ．　 For　 other 　 trichotheccnc

mycoLexins ，　nivalenol 　and 　dehydroxynivalenol　could

be　 also 　determined 　fbr （10〜230）ngtO ．4　ml ，（10〜
200）ng10 ．4 　ml 　respectively 　by　this　method

，
　but　T −2Loxin，

HT −2toxin
，　neoso 正alliol 　and 　trichothecin 　gIしve 　no

日uorcsccnce ．

　　　　　　　　　　　　（R．eceived 　May 　 1，1976）
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